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15 BREVET D ' INVENTION 

TITRE DE L' INVENTION : 
PRODUIT DE COUPLAGE ENTRE LA TRYPTAMINE ET UN 
ALPHA- AMI NOAC IDE, SON PROCEDE DE PREPARATION ET SON 
20 APPLICATION DANS LE DOMAINE DE LA NEURO-COSMETIQUE 

DEPOSANT : 
EXSYMOL S.A.M. 



•25 



30 

La pr6sente invention a pour objet une famille de 
pseudodipeptides , produits de couplage entre la tryptamine, amine 
primaire de nature indolique, et une selection d'alpha- 
35 amliioacides . 

L' objet de 1' invention concerne ^galement le proc6d6 de 
preparation desdits produits, ainsi que leurs applications en tant 
que substances actives sur le. systdme nerveux cutan6 . 



^^Les interactions entre systeme nerveux et cellules cutan^es, tant 
sur les plans anatomique que fonctionnel, sont nombreuses et 
d^sormais bien 6tablies. Cette r6cente comprehension a d'ailleurs 
ouvert la porte a divers champs d' activity, en particulier en 
5 cosm6tique, qualifi6e de "neuro-cosm6tique" pour traduire toute 
action qui vise a agir sur de telles interactions, et en 
consequence, a remedier a toute alteration ou "desordre" 
cosmetique cutane inherent. 



10 La peau est en effet un organe particulierement innerve, avec une 
innervation dense et fine dans les couches dermiques, mais 
egalement jusqu'aux couches les plus superf icielles situees dans 
I'epiderme, a 1' exception de la couche cornee. Cette innervation 
est notamment a la base de tout notre systeme sensoriel, tel les 

15 sensations de toucher, douleur, demangeaison, temperature, 
press ion, etc... . 

Les connexions entre nerfs et peau sont ainsi tres etroites, 
caracterisees par, outre des contacts physiques, un echange 

20 d • informations permanent entre les cellules nerveuses et les 
cellules cutanees. Les mecanismes, k I'origine de cette 
communication dite "neurogenique" , sont desormais connus. 
Ces echanges sont le fruit, tout d'abord, de substances 
biologiquement actives que sont les neuromediateurs (Lotti T. et 

■25 al., J. Am. Acad. Dermatol. (1995), vol.33, pp. 482-496). La 
plupart de ces vecteurs chimiques de 1 ' information nerveuse 
retrouves dans le derme et I'epiderme sont de nature peptidique : 
substance P, neuropeptide Y, calcitonin gene-related peptide ou 
CGRP, etc... . Mais d'autres appartiennent au groupe des 

30 catecholamines avec notamment 1 ' adrenaline et 1 ' acetylcholine. 

D' autre part, ces echanges resultent egalement de 1' existence, k 
la surface des cellules de la peau, nerveuses ou pas, de 
r6cepteurs specif iques des neuromediateurs qui, lorsqu ' actives par 
ces derniers, modulent les proprietes des cellules cutanees, aussi 

35 bien epidermiques (keratinocytes, melanocytes, cellules de 
Langerhans) que dermiques ( fibroblast es, cellules endotheiiales ) . 



^D'une fagon g^nSrale^ il est maintenant clairement admis une forte 
implication du systeme nerveux dans les mStabolismes cutan6s. 
Toutes les principales fonctions de la peau, telles 1 ' immunity , la 
defense de 1 ' organisitie contre les agressions du milieu extSrieur^ 
5 la differentiation et la proliferation cellulaire, la 
pigmentation, sont aujourd'hui susceptibles d'etre modul6es, voire 
controiees, par le systSme nerrveux (L. Misery, International 
Journal of Cosmetic Science (2002), vol.24, pp. 111-116). 

10 Au niveau de la peau et de son role dans le m^canisme immunitaire 
par exemple, une alteration du systeme nerveux cutane, apres 
1' agression d'un corps etranger localise, s'accompagne d'une 
reaction inf lammatoire anormale. En effet, les neuropeptides 
cutanes, secretes par les terminaisons nerveuses, participent aiix 

15 mecanismes de cette reaction inf lammatoire en agissant sur les 
recepteurs membranaires des cellules immunes (lymphocytes, 
macrophages ) et /ou cutanees ( kerat inocy tes , melanocytes , 
f ibroblastes , cellules de Langerhans) afin de liberer les 
cytokines, substances necessaires, selon les types, cl 1' induction, 

20 I'entretien ou la reduction de I'etat inf lammatoire . Le 
neuropeptide 'substance P' est ainsi decrit etre un activateur de 
la synthese de cytokines (IL-1 ou TNF-alpha) (Ansel J.C. et al.. 

Journal of Investigative Dermatology Symposium Proceedings (1997), 
vol.2, pp. 23-26 ) . 

25 Un autre neuropeptide, le CGRP ou 'calcitonin gene-related 
peptide ' , est lui plutot considere comme un stimulant de la 
proliferation keratinocytaire (Takahashi K. et al., J. Invest. 
Dermatol. (1993), vol.101, pp. 646-651). 

30 En consequence, il est aujourd'hui pergu tout I'interet 
d'intervenir sur les cellules nerveuses dans la biologie cutanee. 
Les applications potentielles de cette implication sont ainsi 
nombreuses en cosmetologie . De nouvelles perspectives s' off rent 
notamment dans le traitement de certaines alterations de la peau, 

35 telles la neurodegenerescence cutanee , les phenomdnes 
d • inf lammation et d' irritation, les troubles de la desquamation, 
le vieillissement et la secheresse cutanee, la cicatrisation, les 
dermatoses du visage, la sudation excessive, etc... (L. Misery, 
International Journal of Cosmetic Science (2002), vol.24, pp. 111- 

40 116 et references citees). 
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La demanderesse a done consid6r6 une approche qui vise k agir sur 
certaines f one t ions biologiques de la peau impliguant le systeme 
nerveux, mais de manidre locale exclusivement^ c'est-^-dire sur 
les seules terminaisons nerveuses de la peau, et non pas, a 
I'instar de non±)reuses applications th^rapeutiques ^ sur le syst&me 
nerveux central. II n'est nullement envisage en outre une action 
au niveau c6r6bral accompagnSe d'une repercussion cutan6e. 

A cet effet, la demanderesse a port6 son choix sur 1 'utilisation 
d'un type d'actif, acceptable en cosm^tique, de structure voisine 
des substances neurogenes naturelles identifi^es pour r^gir les 
interactions entre terminaisons nerveuses et cellules cutan^es, et 
capable d'interf^rer sur ces communications nerveuses cutan6es. 
Elle a aussi consider^ un d^sordre cosmetique induit par une 
situation de stress ou de privation de facteur de croissance, 
exposSes et d6taill6es ci-apres dans la description de 
1 ' invention • 

Ainsi, par analogie avec les neurom^diateurs retrouv6s dans la 
peau, et plus particuliSrement les neuropeptides, la demanderesse 
a retenu une structure de nature peptidique ou proche de celle-ci. 
Elle a pour cela opt6 pour un panel d • alpha-aminoacides naturels 
propres a constituer un neuropeptide. Parmi ce panel, elle a 
s61ectionn6 un type d'aminoacides a chalne lat^rale polaire ou 
apolaire, au comportement ch^lateur de m^taux et a 1' activity 
antioxydante (Ahmad M. M. et al., JAOCS (1993), vol.80, pp.837- 
840), (Gopala Krishna A.G. et al., JAOCS (1994), vol.71, pp. 645- 
647), Popov I. et al.. Luminescence (1999), vol.14, pp. 169-174), 
en raison de la nature oxydative des nombreux stress responsables 
des alterations cutan^es et des resultats obtenus par la 
demanderesse avec certains aminoacides de cette selection dans la 
mise en evidence des propriet6s neuro-cometiques . 

Enfin, afin de cibler I'actif vers la cellule nerveuse, la 
demanderesse a egalement seiectionne la presence d'un motif 
indolique puisqu'il existe, h la surface des cellules nerveuses, 
des recepteurs membranaires dont I'af finite pour ce type de motif 
moieculaire est aujourd'hui connue. 
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L'objet de 1' invention est par consequent une famille de 
pseudodipeptides resultant du couplage entre la tryptamine, amine 
primaire poss6dant un noyau indole, et une selection d'alpha- 
aminoacides , lesdits pseudodipeptides 6tant repr6sent6s par la 
foimule g6n6rale (I) suivante : 



HN 



Rl 




NH 




10 dans laquelle : 

Rl repr^sente un atome d'hydrogene, un radical acyle ou 

acyloxy, 

R2 repr6sente la chalne lat6rale d'un alpha-amin<^cide 
choisi parmi I'acide L-glutamique, la L-arginine, la L- 
15 cysteine, la L-m^thionine , la L-histidine, le L-tryptpphane , 

la L- tyrosine. 

II est a noter que lorsque Ri repr^sente un radical acyle ou 
acyloxy, substituants biod6gradables pouvant Stre hydrolysis in 
20 vivo, les d6riv6s correspondants constituent des formes 
pr6curseurs des pseudodipeptides cibl6s^ au caractere lipophile 
prop re a favoriser leur penetration cutanie, et done a ameiiorer 
leur biodisponibilite apres application topique dudit 
pseudodipeptide . 



De maniere avantageuse, on citera les pseudodipeptides alpha-L- 
glutamyltryptamine ^ L-methionyltryptamine et L- 

tryptophantryptamine , I'exemple pr6f6x6 etaht I'alpha-L- 
glutamyltryptamine . 

Dans le cas du pseudodipeptide alpha-L-glutamyltryptamine , 
1' invention concerne egalement un analogue, douS des mSmes 
proprietes que de dernier, et risultant de la conversion du 
radical glutamique en radical pyroglutcunique selon une cyclisation 



intramol6culaire bien connue de l'6tat de la technique (Bur stein 
Y. et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA (1976), vol.73, pp. 2604-2608) 
et de I'homme du metier. 

5 Une autre realisation pr6f6r6e de 1* invention est le 
pseudodipeptide de formule g6n6rale (I) dans lequel Ri repr6sente 
un radical ac^tyle ou ter-butyloxycarbonyle, et R2 repr6sente la 
chalne lat6rale d'un alpha- aminoacide choisi parmi I'acide L- 
glutamique, la L-m6thionine, le L-tryptophane . 

10 

A ce jour, et a la connaissance de la demanderesse, les structures 
vis6es par celle-ci sont nouvelles puisque nullement divulgu^es. 
L'^tat ant^rieur de la technique r^vele certes des structures 
voisines, mais jamais aux fins susmentionn^es et selon I'approche 
15 consid6r6e. 

La litt^rature divulgue en effet un certain nombre de d6riv6s 
aminoacyl d'une amine dite "biogene", car synth6tis6e dans 
I'organisme, a caractfere indolique : la s6rotonine ou 5- 

20 hydroxytryptamine . Cette amine primaire provenant de 
1 • hydroxy lat ion et de la decarboxylation de I'acide amine 
essentiel tryptophane est ci la fois un m^diateur chimique dans le 
systdme nerveux central et une neurohormone d^vers^e dans les 
voies sanguines et ur inaires ( Vigy M . , Cone . Med . (1969), vol .14, 

-25 pp. 2865-2868 ) . Elle intervient dans de nombreux domaines (Hindle 
A.T., Br. J. Anaesth. (1994), vol.73, pp. 395-407) et notamment 
dans le mecanisme de divers troubles psychiatriques (depression, 
schizophrenie , anxiete, etc) ainsi que dans certaines pathologies 
neurologiques comme la maladie d* Alzheimer ou la migraine. 

30 

Dans le but de reduire la neurotoxicite accompagnant son 
utilisation pharmacologique mais aussi la multiplicite de ses 
effets, des residus aminoacides ont ete conjugues a la serotonine 
ou h son analogue methoxyie. II est ainsi decrit les syntheses des 

35 L-Gly-5-hydroxytryptamine , beta-L-Ala-5 -hydroxytryptamine , gamma- 
L-aminobutyryl- 5 -hydroxytryptamine , L-Met-5-hydroxytryptamine , 

alpha-L-Glu-5-hydroxytryptamine , L-Cyst-5-hydroxytryptamine 
(Suvorov N.N. et al., Bioorg. Khim. (1976), vol.2, pp. 729-736 ) , 
des L-Gly-5-methoxytryptamine, alpha-L-Ala-5-methoxytrypt amine, 

40 beta-L-Ala-5-methoxytryptamine, gamma-L-Glu-5-methoxytryptamine, 

1V\I 



L-Arg-5-methoxytryptamine , L-Val-5-methoxytryptamine , L-Meth-S- 
methoxytryptamine , L-Trp-5-methoxy tryptamine , L-Cyst-5- 

met hoxy t rypt cimine ( Popo va G . V . e t al . , Tr . Mos k . Khim . Tekhnol . 
Inst, im D I Mendeleeva (1977), vol.94, pp. 84-98), la synthese du 
5 alpha-L-Glu-S-methoxytryptamine (Popova G.V. et al., Zh. Obshch. 
Khim. (1979), vol.49, pp. 1418-1424 ). Dans les composes ci-dessus, 
et 6galement par la suite, les r6sidus aminoacides impliqu6s dans 
la liaison avec 1 ' amine primaire sont repr6sent6s par leur code a 
trois lettres, selon la nomenclature ci-apr6s : 

10 



Gly 


glycine 


Ala 


alanine 


Met 


methionine 


Glu 


acide glutamique 


Arg 


arginine 


Val 


valine 


Trp 


tryptophane 


Cyst 


cysteine 



20 Le brevet SU 296409 concerne la preparation de d6riv6s peptidiques 
de la s6rotonine et de la 5 -met hoxy t rypt amine. Le document 
rapporte des propri6t6s radioprotec trices pour toutes ces 
structures . 

25 Avec 1 ' alpha -methyl t rypt amine , un autre analogue de la s^rotonine 
est lui aussi connu de longue date. Medicalement etudie en tant 
qu • antidepresseur potentiel (Mashkovskii M.D. et al., Psikhiatr. 
(1963), n^'l, pp.72), il a meme ete commercialise dans les annees 
soixante en Union Sovietique sous le nom d ' Indopan® et 

30 revendiquait , outre une activite antidepressive, une action 
stimulante sur le systeme nerveux central avec notamment une 
stimulation de 1' activite motrice et de 1 'excited^ilite des 
reflexes. Mais tou jours dans 1 ' optique de moduler les proprietes 
indesirables de 1 'alpha-methyl tryptamine, il a ete introduit par 

35 la suite un residu aminoacide sur la chalne laterale de 1" amine, 
notamment 1' acide glutamique (Vigdorchik M.M. et al., Pharm. Chem. 
J. (1977), vol.11, pp. 305-309), les proprietes pharmacologiques du 
alpha-L-glutamyl-DL-alpha-methyltryptamine resultant etant alors 
comparees avec 1 * Indopan®. 

40 



L'homologue glutamique alpha-6thyl6 fut 6galement synth6t:is6 
(Bulatova N.N. et al.^ Khim. Farm. Zh. (1968), vol.2, pp. 6-9), et 
son action sur le systeme nerveux central compar6e a celle du 
alpha-L-glutamyl-DL-alpha-methyltryptamine. 

5 

La demanderesse ne se place nullement dans ce contexte de I'art 
ant6rieur, a savoir une action directe sur le systeme nerveux 
central, ni dans celui d'une amelioration, par une tolerance 
accrue et un effet plus important dans le temps, des propri6t6s 

10 pharmacologiques des indoleamines s^rotonine ou alpha- 
m^thyltryptamine . Dans une toute autre approche, la demanderesse a 
envisage la synthese d'une substance active capable, au regard de 
son analogie structurale avec les neurom^diateurs cutan6s, de 
marquer une affinity pcjur les r^cepteurs des cellules neirveuses et 

15 cutan^es afin d'induire certaines propri^t^s neuro-cosm^tiques , 
expos^es ci-apres avec la presentation des tests. 

Dans l'6tat de la technique, il. est egalement a noter 
1 ' identification de glutamylamines , dont la glutamyltiryptaniine, 

20 Chez le mollusque marin Aplysla California. Dans tous les cas, il 
n'a ete isoie puis chimiquement reproduit que des derives 
glutamiques conjuguSs en position gaunma avec les amines 
tryptamine, hydroxy tryptamine , dopamine, octopamine, tyramine et 
phenylethylamine (Mc Caman M.W. et al., J. Neurochem. (1985), 

25 vol.45, 1828-1835), I'^tape de gamma-glutamylation desdites amines 
etant supposee inactiver ces dernieres. 

Parmi les produits r^pondant a la formule g^n^rale (I), les 
exemples ci-apres constituent une liste non limitative des 
30 pseudodipeptides selon 1 ' invention : 

NH2 NH2 




alpha-L-glutamyltryptcunine L-methionyltryptamine 
(alpha-L-Glu-Tryp) (L-Met-Tryp) 



f 



9 




N 

L-tryptophantryptamine L-pyroglutamyltryptamine 
(L-Trp-Tryp) (L-pGlu-Tryp) 




HOOC 




I 



N-acetyl-alpha-L-glutamyltryptamine 
( N-Ac-alpha-L-Glu-Tryp ) 



I >-o 

HN 



_''NH 

HOOC 




10 

N-ter-butyloxycarbonyl-alpha-L-glutamyltryptamine 
( N-Boc-alpha-L-Glu-Tryp ) 

La pr6sente invention concerne en outre un proc6d6 chimique mis au 
15 point pour la preparation des pseudodipeptides objets de 
1' invention. II comporte successivement les 6tapes suivantes : 

La premiere 6tape consiste a prot6ger la fonction alpha-amino du 
L-aminoacide par un radical acyle pu acyloxy, pr6f6rentiellement 

20 par les radicaux ac^tyle ou ter-butyloxycarbonyle . 

Dans le cas de I'acide glutamique, I'dtape de protection de la 
fonction alpha-amino est suivie imm^diatement d'une 6tape 
d'est^rif ication de la fonction gamma-carboxylique par un radical 
alkyle, pr6f6rentiellement par le radical ter-butyle. 

25 ' 



Ikja seconde 6tape du proc6d6 consists a coupler le L-aminoacide N- 
prot6g6 et, dans le cas de 1 ' acide-L-glu-tamique^ gairana-O- 
est6rifi6^ a la tryptamine. Ce couplage s'effectue soit 
directement k I'aide d'un agent de couplage classique, 
5 pr6f6rentiellement le N ' -dicyclohexylcarbodiimide ^ soit via 

1' activation pr6alable ou in situ de la fonction alpha- 
carboxylique de 1 ' aminoacide N-prot6g6 par action d'un activateur 
classique, pr6£6rentiellement 1 ' hydroxybenzotriazole , 1 • expression 
"classique" signifiant un agent bien connu de I'homme de I'art. 

10 

Dans une troisieme 6tape, facultative selon le pseudodipeptide 
recherche^ le groupement N-protecteur du pseudodipeptide resultant 
de l*6tape susmentionn^e est 61imin6^ avantageusement par 
acidolyse et pr6f 6rentiellement a I'aide d'une solution aqueuse 
15 d'acide chlorhydrique . 

L' invention a aussi pour objet des compositions neuro-cosm^tiques 
contenant, a titre de principe actif^ un pseudodipeptide de 
formule g6n6rale (I) en association avec un ou plusieurs 
20 excipients cosmStiquement appropri6s. 

Un dernier objet de 1' invention vise 1 'utilisation neuro- 
cosm6tique des pseudodipeptides selon 1' invention. Celle-ci 
d^coule des propri6t6s pr6sent6es ci-aprds mettant en Evidence la 
25 capacity desdits pseudodipeptides k interagir sur des cellules 
nerveuses cutan6es. 

La demanderesse a ainsi d6iaontr6 1 'utilisation des 
pseudodipeptides selon 1' invention successivement coirane agent 

30 neuro-cosm^tique pr^sentant un effet cy toprotecteur , autrement 
designs neuroprotecteur ^ vis-a-vis de cellules nerveuses cutan6es 
soumises a un rayonnement ultra-violet, comme agent neuro- 
cosm6tique destine a ralentir le processus de neurod6g6n6rescence, 
comme agent neuro-cosm^tique destine h lutter contre 

35 1 • inflammation neurogene^ et comme agent neuro-cosm6tique capable 
de stimuler les cellules immunes cutan6es. 



r 

11 

Le module cellulaire choisi par la demanderesse dans toutes ses 
experimentations in vitro a 6t6 une lign6e cellulaire 
pheochromocytomale d'origine murine, appel^e "PC 12", commun6ment 
accept6e pour des 6tudes neurobiologiques et neurochimiques sur 
5 cellules nerveuses (Greene L.A. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
(1976), vol.73, pp. 2424-2428) , et en particulier sur les neurones 
p6riph6riques qui inneirvent la peau (Keilbaugh S.A., Biochem. 
Pharm. (1997), vol.53, pp. 1485-1492 ) . 

La lign^e PC 12 est utilis6e apr^s differentiation, selon une 
10 procedure de la litt^rature (Greene L.A. et al. in 'Culturing 
Nerve Cells' (1991), MIT Press, Cambridge, MA, pp. 207-225). 

Les tests suivants illustrent les propri^t^s ou effets 
susmentionn^s . 

15 

Test 1 : effet cytoprotecteur de 1 ' alpha-L-glutamyltryptamine, du 
L-methionyltryptamine et du L-tryptophantiYptamine vis k vis de PC 
12 soumises a un stress UV-B. Comparaison avec un anti-oxydant de 
r6f 6rence . 

20 

Un stress UV-B cytotoxique est appliquS sur le moddle de cellules 
nerveuses (285 nm ± 5; 500 mJ/cm^), en absence puis en presence 
d'actif, success ivement les alpha-L-glutamyltryptamine (Glu-^Tryp), 
L-methionyltrypt amine (Met-Tryp) et L-tryptophantryptamine (Trp- 
25 Tryp). 

La mort cellulaire est ensuite 6valu6e par la mesure de 1* activity 
lactico-deshydrog^nase (LDH) dans le milieu de culture. Cette 
activity est proportionnelle a la lyse cellulaire qui suit la mort 
cellulaire. 

30 

Les r^sultats sont exprim^s en % de protection donn6 par le 
rapport des activit6s LDH, selon 1' Equation suivante : 

LDHceilules traitees - LDHcellules temoins non traitees 

35 % protection = >. : ■ * 100 

LDHceilules temoins non traitees 

Les r^sultats sont compares a ceux obtenus avec un aiiti-oxydant de 
r6f6rence, la vit amine E (Vit.E). 

40 



f 

i 

12 

# 

La validity du test est v6rifi6e par la mesure de 1' activity LDH 
dans le milieu de culture de cellules non stress^es (contrSle 
n6gatif). Les valeurs figurant dans les tableaux ci-apr6s sont des 
valeurs moyennes obtenues a partir de 6 mesures. 

5 

RESULTATS z 





Glu-Trypt 
(1,72 mM) 


Glu-Trypt 
(0,86 mM) 


Glu-Trypt 
(0,43 mM) 


Glu-Trypt 
(0,1 mM) 


Glu-Trypt 
(0,05 mM) 


VitE 
(2 mM) 


% de 
protection 


69 


61 


48 


39 


26 


34 










Met-Trypt 
(1,91 mM) 


Met-Trypt 
(0,85 mM) 


Met-Trypt 
(0,48 mM) 


Met-Trypt 
(0,1 mM) 


Met-Trypt 
(0,05 mM) 


VitE 
(2 mM) 


% de 
protection 


65 


53 


42 


32 


20 


34 










Trp-Trypt 
(1,80 mM) 


Trp-Trypt 
(0,85 mM) 


Trp-Trypt 
(0,45 mM) 


Trp-Trypt 
(0,1 mM) 


Trp-Trypt 
(0,05 mM) 


VitE 
(2 mM) 


% de 
protection 


66 


58 


45 


35 ' 


22 


34 



10 

Test 2 : Effet anti-age de 1 ' alpha-L-glutamyltryptamine , du L- 
methionyltryptamine et du L-txyptophantryptamine avec le 
ralentissement du processus de neurod6g6n6rescence de PC 12 
15 soumises ^ une privation de s6rum 

Une privation de s^rum est appliqu^e aux PC 12 afin de reproduire 
les effets du vieillissement • Le processus de neurod6g6n6rescence 
est suivi^ en absence puis en presence d'actif, success ivement les 
20 alpha-L-glutamyltryptamine (Glu-Tryp), L-methionyltryptamine (Met- 
Tryp) et L-tryptophantryptamine (Trp-Tryp) , par une mesure 
cin6tique de la liberation dans le milieu de culture de 1 'enzyme 
lactico-deshydrogSnase (LDH). 

25 Les r^sultats sont exprim6s en taux de suryie relatif^ donnS par 
le rapport des activit6s LDH, selon 1' Equation suivante : 

Tfv/ 
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UJHcellules vieillies -traitees - IJ^Hcellules tenioxns non -traitees 

% taux = * 100 

de SUrvie U^Hceiiules t^moins ncai traitees 

Les valeurs figurant dans les -tableaux ci-aprds sont des valeurs 
moyennes obtenues a partir de 6 mesures, apr^s une privation de 
s^rum de 9 jours 



10 RESULTATS ; 





Glu-Trypt 


Glu-Trypt 


Glu-Trypt 


1 




(0,86 roM) 


(0,43 mM) 


(0,1 mM) 




amelioration du temps 


+33 


+19 


+19 




de survie (%) 













Met-Trypt 
(0,85 mM) 


Met-Trypt 
(0,48) mM 


Met-Trypt 
(0,1 mM) 


amelioration du temps 
de survie ( % ) 


+28 


+15 


+12 








Trp-Trypt 
(0,85 mM) 


Trp-Trypt 
(0,45 mM) 


Trp-Trypt 
(0,1 mM) 


amelioration du temps 

de survie ( % ) 


+30 


+20 


+17 



Test 3 : effet anti-inf lammatoire de 1 ' alpha-L-glutamyltryptamine ^ 
du L-methionyltryptamine et du L-tryptophantryptamine vis k vis de 
PC 12 soumises k un stress pro-inf lammatoire. Comparaison avec 
deux t^moins (PC 12), ^ savoir I'un non stress6, et 1' autre 
20 stress^ mais non traits. 

Un stress UV-B pro-inf lammatoire est appliqu^ sur les PC 12 (285 
nm ± 5; 150 mJ/cm2), eh absence puis en presence d'actif, 
success ivement les alpha-L-glutamyltryptamine (Glu-Tryp), L- 
25 methionyltryptamine (Met-Tryp) et L-tryptophantryptamine (Trp- 
Tryp ) . . 
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La r6ponse inf lammatoire neurogene est 6valu6e par la mesure du 
taux d'interleukine-6 pro- inf lammatoire (IL-6) produite par les PC 
12. 

5 RESULTATS 





temoin 

non 
irradi6 


Glu-Trypt 
(0,86 mM) 


Glu-Trypt 
(0,43 mM) 


Glu-Trypt 
(0,1 mM) 


t^oin 
irradi# 
non traite 


taux d • IIj-6 produite 
(pq/ml) 


0 


70 


180 


240 


400 










temoin 

non 
irradi^ 


Met-Trypt 
(0,85 mM) 


Met-Trypt 
(0,48 mM) 


Met-Trypt 
(0,1 mM) 


t^oin ' 
irradie 
non traits 


taux d • IL-6 produite 
(pg/ml) 


0 


85 


210 


290 


400 










t^oin 

non 
irradie 


Trp-Trypt 
(0,85 mM) 


Trp-Trypt 
(0,45 mM) 


Trp-Trypt 
(0,1 mM) 


temoin 
irradi^ 
non traits 


taux d • IL-6 produite 
(pq/ml) 


0 


100 


210 


305 


400 
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Test 4 : Stimulation du systdme neuro immuno-cutan6 par 1 • alpha-L- 
glutarayltryptamine , le L-methionyltryptamine ou le L- 
tryptophantryptamine. Comparaison avec deux tSmoins. 

15 Les PC 12, dif f6renti6es selon un processus particulier pour 
6viter des artefacts , c'est a dire apres une breve privation en 
facteurs de croissance et de differentiation, sont mises en 
presence de concentrations variables de pseudodipeptides , 
success ivement les alpha-L-glutcunyltryptamine (Glu-Tryp), L- 

20 methionyltryptamine (Met-Tryp) et L-tryptophantryptamine (Trp- 
Tryp). ^ 



Aprds 5 jours d • incubation , les surnageants cellulaires^ contenant 
les neuromSdiateurs et autres s6cr6tions, sont pr61ev6s puis 
introduits dans une culture de cellules monocytes immunes, la 
lign^e THP-1. 

L'effet sur le systeme neuro immuno-cutan^ est observe par la 
mesure du taux d • inter leukine IL-Ip produite par les monocytes, en 
rSponse k 1' addition des surnageants issus de la culture de PC 12. 

Les r6sultats sont compares a deux t^moins, en 1' occurence I'un 
comprenant les cellules immunes sans surnageant, et 1* autre 
comprenant les cellules immunes avec surnageant mais non trait^es. 



RESULTATS 





THP-1 
sans 


THP-1 + 
surnag • + 
Glu-Tryp 
(0,43 mM) 


THP-1 + 
surnag . + 
Glu-Tryp 
(0,1 mM) 


THP-1 + 
surnag • + 
Glu-Tryp 
(0,05 mM) 


temoin 
irradie 

11 (J XI U i Ci X L- 


taux d'lL-ip produite 
(pq/ml) 


0 


90 


63 


45 


40 












THP-1 
sans 
surnag . 


THP-1 + 
surnag . + 
Met-Tryp 
(0^48 mM) 


THP-1 + 
surnag . + 
Met-Tryp 

(0, 1 mM) 


THP-1 + 
surnag . + 
Met-Tryp 
(0,05 mM) 


temoin 
irradie 
non traits 


taux d'lL-ip produite 
(pg/ml) 


0 


85 


55 


42 


40 












THP-1 
sans 
surnag . 


THP-1 + 
surnag . + 
Trp-Tryp 
(0,45 mM) 


THP-1 + 
surnag . + 
Trp-Tryp 

(0,1 mM) 


THP-1 + 
surnag ♦ + 
Trp-Tryp 
(0,05 mM) 


temoin 
irradie 
non traits 


taux d*IL-ip produite 
(pcj/ml) 


0 


92 


60 


44 


40 
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REVENDICATIONS 

1 . Pseudodipeptide caract6ris6 en ce qu ' il est represents par la 
5 formule g6n6rale (I) suivante : 




^ (I) 

dans laquelle : 

10 Rl reprSsente un atome d'hydrogene, un radical acyle ou 

acy loxy , 

R2 repr6sente la chalne latSrale d'un alpha-aminoacide 
choisi parmi I'acide L-glutainique ^ la L-arginine^ la L- 
cyst6ine^ la L-m6thionine , la L-histidine, le L-tryptophane, 
15 la L- tyrosine. 

2 . Pseudodipeptide selon la revendication 1 caract6ris6 en ce 
qu • il s • agit de 1 ' alpha-L-glutan^ltryptamine ^ du L- 
methionyltryptamine et du L-tryptophantryptamine • 

20 

3 • Pseudodipeptide selon la revendication 1 ou 2 caract6ris6 en ce 
qu'il s'agit de 1 ' alpha-L-glutamyltryptcunine • 

4 . Pseudodipeptide selon la revendication 1 caractSrisS en ce que 
25 Rl reprSsente un radical acStyle ou ter-butyloxycarbony le , R2 
repr6sente la chalne latSrale d'un alpha-aminoacide choisi parmi 
I'acide L-glutamique, la L-m6thionine ^ le L-tryptophane . 

5 • Analogue du pseudodipeptide selon la revendication 3 resultant 
30 de la cyclisation intramol6culaire du radical glutamique en 
radical pyroglutamique . 



6 . Proc6cl6 chimique de preparation du pseudodipeptide selon 1 ' une 
quelconque des revendications 1 a 4, ledit proc6d6 comprenant les 
Stapes suivantes : 

a) protection de la fonction alpha-amino du L-aminoacide par un 
5 radical acyle ou acyloxy^ 

b) couplage du L-aminoacide N-prot6g6 avec la tryptamine 

c) Elimination ou non du groupement N-protecteur selon le 
pseudodipeptide recherche. 

10 7 . Proc6d6 selon la revendication 6 dans lequel le L-aminoacide 
est I'acide glutamique et dans lequel I'^tape a) est suivie, 
prSalcLblement a l'6tape b)^ d'une 6tape d ' estSrif ication de la 
fonction gamma-carboxylique par un radical alkyle. 

15 8 . Proc6d6 selon la revendication 6 dans lequel les groupements N- 
protecteurs sont choisis parmi les radicaux ac6tyle ou ter- 
butyloxycarbonyle . 

9. Composition neuro-cosm6tique caract6ris6e en ce qu*elle 
20 comprend un pseudodipeptide de formule g6n6rale (I) tel que d6fini 

dans I'une des revendications 1 a 5^ en association avec un ou 
plusieurs excipients cosmStiquement appropriSs. 

10. Utilisation d'un pseudodipeptide selon I'une quelconque des 
revendications 1^5 comme agent neuro-cosm6tique pr6sentant un 
effet cytoprotecteur vis-^-vis de cellules nerveuses cutan6es 
soumises St un rayonriement ultra-violet . 

11* utilisation d'un pseudodipeptide selon l*une quelconque des 
30 revendications 1 a 5 comme agent neuro-cosmStique destine a 
ralentir le processus de neurod6g6n6rescence • 

12. Utilisation d'un pseudodipeptide selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 5 comme agent neuro-cosmStique destine a lutter 
35 centre 1 • inflammation neurogene. 

f 13. Utilisation d'un pseudodipeptide selon I'une quelconque des 

revendications 1^5 comme agent neuro-cosmStiquie capable de 
stimuler les cellules immunes cutan^es. 

40 
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ABRE6E 

L* Ob jet de 1" invention a pour objet une famille de 

5 pseudodipeptides, produits de couplage entre la tryptcutiine , amine 

primaire de nature indolique, et une selection d'alpha- 

aminoacides , lesdits pseudodipeptides Stant reprSsentSs par la 
formule g^n^rale (I) suivante : 




N 



10 H (I) 

dans laquelle : 

Rl repr^sente un atome d ' hydrogfene , un radical acyle ou 
acyloxy, 

15 R2 repr^sente la chalne lat^rale d'un alpha-aminoacide 

choisi parmi I'acide L-glutamique, la L-arginine, la L- 
cyst6ine, la L-m6thionine , la L-histidine, le L-tryptophane, 
la L- tyrosine 

20 L' invention concerne ^galement le proc6d6 de preparation desdits 
• produits^ ainsi que leurs applications dans des compositions 
neuro-cosm^tiques ou en tarit que substances actives sur le systeme 
nerveux cutanS. 
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